脳腫瘍における Neurofibromatosis type 1 遺伝子発現の解析 by 鈴木 洋一
脳腫瘍における Neurofibromatosis type 1 遺伝子
発現の解析
著者 鈴木 洋一
号 2488
発行年 1993
URL http://hdl.handle.net/10097/20830
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
最終学歴
学位論文題目
すずきょういち
 鈴木洋一(宮城県)
 博士(医学)
 医第2488号
 平成5年2月24日
 学位規則第4条第2項該当
 昭和61年3月20日
新潟大学医学部医学科卒業
 脳腫瘍におけるNeurofibromatosistype1遺伝
 子発現の解析
論文審査委員
 (主査)
教授吉本高志
 教授.岡本宏
教授近藤尚武
 一325一
論文内容要旨
 【研究目的】
 Neurofibromatosistype1(NF1)は3000-4000人に一人の頻度にて発症する常染色体優性
 の遺伝疾患である。本疾患はcaf色一au}ait斑と神経線維腫を主症状とする他に,脳腫瘍を高頻度
 に合併することが知られている。1990年にその原因遺伝子(NF1遺伝子)の一部が単離され,
 その遺伝子産物(NF1蛋白)はrαs遺伝子蛋白p21の不活性化を促進する機能を持つGTPase
 activatingprotein(GAP)に高い類似性を持つことが明らかになった。事実その後NF1蛋白
 にGAP活性が確認された。よって,rαs遺伝子蛋白p21が関わるシグナル伝達機構に,NF1蛋
 白が関与することが予想されている。
 本研究では,NF1遺伝子上の変異と脳腫瘍形成との関連を明らかにする目的で,脳腫瘍にお
 けるNF1遺伝子の発現とその変異を解析した。
 匿方法・材料】
 東北大学脳神経外科において施行された手術により摘出された脳腫瘍,正常ヒト胎盤を材料
 にNor七hem法を用いNFlmRNAの発現を解析した。摘出脳腫瘍16検体,および同時に得られ
 た病理学的正常脳組織3検体を材料にして,NF1遺伝子のcDNA上の,特にGAPに類似性の
 高い領域を含む3.6kbについて変異の有無をPCR-SSCP(polymerasechainreaction-singユe
 strandconformationpolymorphism)法で解析した。PCR-SSCP法は,点突然変異を含む微
 小塩基配列変異を検出するために有効な方法である。PCR法の定量性を確認するために
 NFlmRNAの発現をSlmapping法でも解析した。PCRを用いたdirec七sequencing法にて塩
 基配列を決定した。
 【結果】
 Northem法による解析では,摘出脳腫瘍において,正常胎盤に認められたNFlmRNAは検
 出できなかった。そのため本研究では,NFlmRNAの発現と変異を解析するためにPCR-SSCP
 法を用いた。
 PCR-SSCP法の結果では,既知のmRNA(typeI)と共に,GAP活性.を持つ領域の中央に
 63bpの挿入塩基配列を含むmRNA(typeH)の存在を認めた。その63bpの塩基配列はLysine
 に富んだ21個のアミノ酸をコードすることが予想された。Slmapping法によってこの2種の
 mRNAが正常組織においてもほぼ等量発現していることを確認した。またその2種の発現比が
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 PCRを用いた結果と等しいことから,用いたPCRの条件下ではNFlmRNAの発現が定量的に
 解析できることが確認された。正常脳ではtypeImRNAが主な転写産物であるのに対し,脳
 腫瘍では16例中15例でtypeHがより多く発現していた。
 typeH/typel比と悪性度との明瞭な相関は得られなかったが,最も悪性度の高い
 glioblastomaで3以上の高値を認めた。特にglioblastomaの1例では,typeIのmRNAの発
 現を殆ど認めなかった。
 【考察】
 rαs遺伝子蛋白p21は,細胞の増殖と分化に関与する重要な細胞内因子である。NF1蛋白は
 p21の不活性化を促進する因子であることが知られている。そのため,NF1蛋白の機能異常も
 しくは発現の喪失の結果,p21の持続的な活性化が生じることが予想されているが,腫瘍形成と
 NF1遺伝子の変異との関連についての解析はこれまで皆無であった。またNF1遺伝子の構造と
 発現をNF1に罹患していない患者の脳腫瘍を対象に解析した報告もない。すなわち体細胞レベ
 ルでのNF1遺伝子の変異と腫瘍形成との関連を解析したのは本研究が初めてである。
 本研究により,脳腫瘍に特異的にtype∬のNFlmRNAがtypeIのNFlmRNAより多く発現
 していることが明らかになった。typeHmRNAがコードする蛋白(typen蛋白)に特異的な21
 個のアミノ酸配列はLysineに富んでおり,既知の核移行シグナルのアミノ酸配列と類似性が認
 められた。そのため,typeH蛋白はtypelmRNAがコードする蛋白(typel蛋白)とは異なる
 機能を有しているか,あるいは局在が異なることが予想される。さらに脳腫瘍においてtypeH
 mRNAの発現がtypeImRNAより多かったという本研究の結果から,細胞増殖を促進させる
 シグナル伝達系にこのtypeH蛋白が関与していることも推察される。
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 審査結果の要旨
 本研究は,脳腫瘍を対象に,常染色体優性遺伝疾患として知られているNeurofibroma七〇sis
 type1(NF1)の原因遺伝子についての解析を行ったものである。NF1遺伝子は,ras遺伝子
 蛋白p21の不活性化を促進する機能を持つことが確認された。そのため,現在本遺伝子は,p21
 が介在する細胞内のシグナル伝達機構に関連を持つ遺伝子として注目されている。そのため,発
 がん機構とNFi遺伝子との関連が予想されたものの,これまで腫瘍におけるNF1遺伝子の変
 異を解析した研究はなかった。ゆえに本研究の特色は,NF1患者が脳腫瘍を高頻度に合併する
 事実をもとに,体細胞レベルでのNF1遺伝子上の変異と脳腫瘍形成機序との関連を明かにする
 ことを目的にしたことにある。
 本研究は,NF1遺伝子の発現上の変異を解析するために分子生物学的手法を用いて,非常に
 興味深い結果を得た。それは,以下の通りである。1)本遺伝子蛋白のp21不活性化を促進する
 機能をもつ領域の中央に63bpからなる未知のexonを挿入するNFlmRNA(typen)が存在す
 ることを明らかにした。2)このtypenmRNAは既知のNFlmRNA(typd)と共に正常細
 胞内で発現していた。3)正常脳組織では,typeIが主に発現しているのに対し,脳腫瘍手術材
 料16例中15例では七ypeHが主に発現していた。著者も述べるように,これらの結果は,NF1蛋
 白とp21が関わる細胞内シグナル伝達機構との関連を解明する上で,重要な情報を提供すると思
 われる。すなわち,これまでNF1蛋白はp21を不活性化し,細胞の増殖を抑制する機能を持つ
 ことが予想されていた。それに対し,本研究の結果は,その予想された機能とは異なり,詳細な
 機序は不明であるものの細胞増殖機構になんらかの関連をtype∬蛋白が持つことを示唆した。
 以上より,本研究は,NF1遺伝子解析における新しい知見と今後の本遺伝子の機能解明に対
 し,新たな方向性を示したと思われ,学位論文に値するものと患われます。
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